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研究成果の概要（和文）：同一のPDMS製マイクロウェル内でウシ卵子の体外成熟受精および胚培養を行うためマ
イクロウェルに微小流路を設置し、1個ずつ卵子を導入、微小流路を通じて培養液のウェル内での交換が可能か
を検討したが、流路に卵子がはまり込むようになった。このため、代替法としてガス調節剤とウォーターバスを
用いた簡易体外受精について検討したところ、1本の試験管内に卵子を導入し、培養液をピペットで交換するだ
けで胚盤胞を生産できるシステムの開発に成功した。また、胚発生観察（TLC)装置で個別の胚の発生を詳細に観
察した。その結果、卵割のタイミングを本TLC装置で調べることで、ウシ体外受精胚の胚盤胞への発生を予測で
きた。

研究成果の概要（英文）：We produced PDMS micro-wells connected with narrow canals. Bovine oocytes 
were introduced into the wells and medium was changed through the canals, but oocytes were trapped 
into the canals. Therefore, we developed simple bovine IVP systems. Bovine oocytes were introduced 
into test tubes filled with maturation medium. The oocytes were matured then only medium was changed
 by small pipets with IVF medium. The oocytes were fertilized, then medium was then changed with 
development medium. The IVF oocytes were cultured for 168 hours.The blastocyst rates were the same 
with the control method. We also examine the cleavage timing of bovine IVF oocytes with small TLC 
device which we originally produced. We can predict blastocyst development by examining the cleavage
 timing.

 

研究分野： 獣医繁殖学

キーワード： PDMS製マイクロウェル　ウシ体外受精　自動体外受精　微小流路　経時的胚観察装置　卵割のタイミン
グ　胚盤胞
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１．研究開始当初の背景 
1978 年、Steptoe and Edwards (Lancet, 1978)
は、初めてヒトの体外受精で産子を得た。この体
外受精技術は不妊治療として普及したが、初期
には卵割期胚を複数個移植していたため多胎
妊娠が大きな問題となった。その後、培養技術
の進展により受精卵を胚盤胞まで培養でき
（Quinn et al, Fert Steril, 1995) 、１胚移植でも
十分な妊娠率が得られる胚盤胞移植（Gardner 
and Lane, Hum Reprod Update, 1995)が急速に
普及するなど、多くの技術的改善により生児獲
得率は約 20％となり、現在では爆発的に普及し
世界的に利用される治療技術となっている。ヒト
の場合、一般にホルモン処置などで成熟卵子を
経膣的に採取しているが、多胞性卵胞嚢腫の患
者などでは未成熟卵子の体外成熟技術も利用
さ れる よ う に な っ て い る （ Picton, Curr Opin 
Obstet Gynecol, 2002)。一方、ウシにおいては、
Iritani et al (J Reprod Fert, 1977)が初めての体
外受精を報告して以来、体内成熟卵子の体外
受 精 に よ る 産 子 生 産 （ Brackett et al, Biol 
Reprod, 1982）、と場卵巣卵子の体外成熟・体外
受精による産子生産（花田ら,78 回日畜学会大
会，1986, Critser et al, Theriogenology, 1986）
が報告された。その後、体外成熟・体外受精卵
を卵丘細胞（Goto et al, J ReprodFert, 1988)や
卵管上皮細胞（Eyestone et al, J Reprod Fert, 
1989）との共培養により胚盤胞期まで発生できる
ようになり、これら胚の非外科的移植による産子
作出が可能となった。さらに、Pinyopummintr 
and Bavister  (Biol Reprod, 1991)は、培養液の
みでウシ 1 細胞期胚を胚盤胞期へ発生できるこ
とを報告した。その後、発生率向上に関する研
究が進展し、現在、ウシ体外受精技術は実用化
され商業利用されるようになった。このようにヒト
の生殖補助医療やウシの商業的な胚移植事業
などで体外受精技術が普及し広く利用されるよ
うになった。しかし、卵子の体外成熟、体外受精
さらに胚培養では、それぞれ、培養液や気相な
どの培養環境が異なっており、それぞれのステ
ップで卵子や胚を培養ディッシュに作製したミネ
ラルオイルで覆った培養液滴に卵子や胚をピペ
ットなどで移し替える必要があり、非常に煩雑で
あるため卵子や胚の取り違えや紛失のリスクが
ある。このため、すべてのステップを同一の容器
で実施し、培養液などの交換作業を自動で行う
ことができれば、これら手作業により多大な人的
負担やリスクを大幅に低減できると考えた。 
 
２．研究の目的 
一つの装置内で卵子の体外成熟、受精、胚培
養を実施できる「自動体外受精胚作製装置」の
開発を目指す。近年の発生工学の進展はめざ
ましく、体外受精技術はヒトの不妊治療やウシの
商業的胚生産、さらには繁殖障害治療に利用さ
れている。しかし、近年多くの工業製品が自動
化され特別な技術なしに複雑な機器を容易に
操作できるようになったが、ヒトやウシの体外受
精では卵子や精子の操作をすべて手作業で行
っている。このことから体外受精の実施には特別

な技量を持った技術者を必要とし、実施費用も
高額となり、生殖補助医療領域や獣医臨床繁殖
領域での普及の阻害要因となっている。今回申
請する「自動体外受精胚作製装置」が開発でき
れば、装置への卵子と精子および培養液を投入
するだけで、一定期間後胚盤胞が作製できるこ
ととなり、人的操作を大幅に削減でき、体外受精
技術のさらなる普及につながると考えた。 
 
３．研究の方法 
（１）卵子を操作することなく体外成熟・受精・培
養が可能な PDMS 製マイクロウェルの開発 
実験１.同一のマイクロウェル内でウシ胚盤胞の
作製 
直径 1.0mm×深さ 1.5mm の貫通孔を開けた無
孔製 PDMS プレートを用いてウシ卵子の体外成
熟受精（IVM/F）および胚培養(IVC)が可能かど
うかを検討した。ウシ卵巣から卵子（COCs）を吸
引し、MW に 1 個ずつ導入し 22 時間 IVM した。
6 時間後ピペットにて IVC 培地に交換し、39℃、
5%CO2、95%空気下で 8 日間卵丘細胞と共培養
した。対照区は常法に従った。 
実験２.微小流路を設置したマイクロウェルでの
培養液交換の可能性の検討 
PDMS 製のマイクロウェルに微小流路を設置し、
マイクロウェルに 1 個ずつ卵子を導入、微小流
路を通じて培養液のウェル内での交換が可能か
を検討した。300μm径のマイクロウェルを縦4列、
横 3 列に配置し、流路を横からつなぐ形態とした。
マイクロウェルと流路は PDMS で作製し、上部を
カバーガラスで塞いだ。卵子の導入が可能とな
るよう、ウェルの上方のカバーガラスを丸く開け
た。今回は、シリンジポンプを用い培養液を流し
た。 
 
（２）ウォーターバスを用いた簡易体外受精シス
テムの開発 
実験１.ウォーターバスと細菌培養用ガス濃度調
節剤によるガスインキュベーターの代替 
39℃ウォーターバスと細菌培養用ガス濃度調節
剤を用いて、と体由来のウシ未成熟卵子からウ
シ胚盤胞を生産できるかを検討した。 
実験 2.卵子を操作せずに試験管内で胚盤胞を
生産するシステムの開発 
ウォーターバス内で試験管に卵子を導入し培地
のみを交換し、卵子を試験管外で操作せずに
胚盤胞が得られるかどうか検討した。 
 
（３）自作の胚発生観察（TLC）装置を用いたウシ
体外受精胚の発生観察 
パイロットモデル、試作 1、２号機をへてより小型
で良好な画像取得が可能な改良版を作成した
ので、独自に開発した PDMS 製マイクロウェルを
組み合わせて、個別の胚の発生を詳細に観察
した。 
 
４．研究成果 
（１）卵子を操作することなく体外成熟・受精・培
養が可能な PDMS 製マイクロウェルの開発 
実験１.同一のマイクロウェル内でウシ胚盤胞の



作製 
MW 区での成熟および正常受精率は、対照区と
同様だった（P>0.05）が、胚盤胞への発生率は、
MW 区で 19％と対照区（45％）よりも低率だった
(P<0.05)が、同一容器内での IVM/F/C により胚
盤胞へ発生可能なことが示された。 
実験２.微小流路を設置したマイクロウェルでの
培養液交換の可能性の検討 
図１及び２に示すように、300μm 径のマイクロウ
ェルを縦 4 列、横 3 列に配置し、流路を横からつ
なぐ形態とした。マイクロウェルと流路は PDMS
で作製し、上部をカバーガラスで塞いだ。卵子
の導入が可能となるよう、ウェルの上方のカバー
ガラスを丸く開けた。今回は、シリンジポンプを
用い培養液を流した。培養液のプライミング後、
ウシ卵子を導入したところ、すべてのウェルに卵
子を静置することに成功した。静かに培養液を
流したところ、流速が早いと培養液が流れ込む
最初のウェルの卵子がウェル上方に押し出され
ることが分かった。流速を低くするといずれのウ
ェルの卵子もウェル内に留まるものの、流路がや
や太いため流れ込む流路に卵子がはまり込むよ
うになった。図３に示す水頭圧差による培地交
換システムは、流速が早く、速度制御が課題とな
った。 

 
（２）ウォーターバスを用いた簡易体外受精
システムの開発 
温度制御にウォーターバスを用いてウシ卵
子の体外成熟・受精で 100％空気、胚培養の
みでアネロアパック微好気でガス制御した
ところ、CO2/O2 インキュベーターと同等の胚
盤胞発生率だった（P＞0.05、表１）。 

 
実験 2.卵子を操作せずに試験管内で胚盤胞
を生産するシステムの開発 

実験１で得られた、アネロパックとウォータ
ーバスという簡易なガスおよび温度制御方
法を利用して、試験管内から一度も卵子を取
り出さず、培地交換だけで体外成熟・受精・
培養した。その結果、成熟率、受精率、卵割
率および胚盤胞への発生率は、常法の対照区
と同等（P＞0.05）だった（表 2）。 

 
 
（３）自作の胚発生観察（TLC）装置を用い
たウシ体外受精胚の発生観察 
自作の TLC 装置について、図４に示した。小
型で最小のインキュベーター内に設置でき
るよう開発した。画像は任意の時間に取得で
きるようにインキュベーター外に設置した
PC で制御できるようになっている。 

この TLC装置を用いてウシ体外受精胚の発生
を観察した。胚の卵割率と胚盤胞への発生率
は、TLC 装置で、それぞれ、89±5％と 47±9％
で、対照区（83±5％と 47±12％）と同等
(P>0.05）だった。TLC 装置では、胚の卵割、
桑実胚および胚盤胞への発生を示す明瞭な
画像を取得することができた（表 3および図
5）。取得した画像より、胚盤胞の発生を卵割
のタイミングで予測することができた。また、
ウシ胚の収縮や拡張なども明確に観察でき
るため、胚盤胞の誤判別を回避できた。 
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